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Abstract of EP01431 07 

1. Method for detecting bacteriophages by adding phage specific antibodies so as to sort out phage- 
sensitive bacterial strains in a sample, characterized by the immobilization of bacterial host cells without 
damaging their phage-specific receptors and by the incubation of the immobilized bacterial cells together 
with the sample before adding the phage-specific antibodies. 
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@ Nauas Varfahren nini Vli««.Na<rfw«la In Ralnkiitturen mlkroakoplachar KlaMabawvsan 
tachno k itf acha n Prodi*ton. 

@ Die Erfindung belrtffl eln Verfahron 2ur Solekllvlenmg 
gna zur Kontrolle vlrusreslstenter Bakterlarikulturen fOr me- 
dljclnlacha und technologische Zwecke v&rmltteis Immobni- 
9iflrung dai- Baktarlenzeiien ohne Schadigung Ihror spezifi- 
schen Rezeptoren fur die Bindung von Baktarteophagen 
und a]ne Steigerung der EmpflndMchkelt dieser Reaktion 
durch Inkubation mit reproduktionsfahlgan Zellen. Zur prak* 
tischen Durchfuhrung warden In Prage kommende RoitiKul- 
turen nach Wachstum In Raaktlonsgef&Ben auf deren Ober- 
fl&chon immobilioiert und so flxlort daB die tur die Manung 
apezifiacher Baktoriophagon ortordorlichen Rezoptoran 
^ nicht gedch&digt warden. FOr don iMachwaia der Bindung 
verwendet mar* Enrym-martclerte BakterlDphagen-epazit*- 
dche Antik5rper. 
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Neues Verfahren zam Virus-NachweJus in Reinkulturen 
mikroskopischer Kleinlebewesen sowie in Lebensmitteln 
und in technologischen Produkten 



Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Selektivierung vind zur Kon- 
trolle virusresistenter Bakterienkuilturen fur inediziniBche und t^ch- 
nologische Zwecke vermittels Imiaobilisierung der Bakterienzellen ohne 
SchSldiguxig ihrer spezifiscben Rezeptoren fiir die Bindung von Bakterio- 
phagen vmd eine Steigerung dar Empf indlichkeit diasar Reaktion dureh. 
Inkubation mlt reproduktionsf ahigen Zellen. 

Mikroorganismen werden infolge ihres Fer men tire ichtums und ibrer hohen 
^ vermehrungsgescbwindigkeit zu vielf altigen medlzinischen und tecbno- 
logischen Zwecken, z.B. £tir die Biosyntbese von NSbrstoffen und Vita- 
minen sowie fur organisch^hemische Syntbesen benutz-t. Paat ausnabms- 
los verwendet man hierbei Reinkulturen mit spezlfischen Fahigkeiten^ 
die von natUrlichen Standorten isoliert werden. 

Nacb den Regeln der Kunst ist die Herstellung von Reinkulturen, die 
slcb von einer Zelle herleiten, mOglicli* Haufig wlrd beobacbtet, daB 
elne Relnkultur ihre biochemischen Merkmale verandert und dadurcb fiir 
vorgesehene Zwecke unbrauchbar wird^ Bine solohe Brscheinung liegt vor, 
wenn z-B. der fOr die Rahmsauerung benutzte Keim Streptococcus dia- 
cetylactis unerwlins elite Gescbmacksstof fe entsteben l^Bt^ wenn der ftlr 
die Kasereifung erf orderliche Keim Lactobacillus helveticus sein Ei- 
^' weiflabbau-Verin5gen verliert oder wenn PropionsSurebakterien Lactat 
nicht mehr abzubauen vermOgen. 

Solche Xnderungen der biocbemiscben Leistungen eind selten auf eine 
Selektion genetlscher Varianten zTirtickzuf iihren sondem Vtelinebr auf 
eine Infektion mit Bakterienviren , sogenannter Bakteriopbagen ^ die 
entweder die erwUnscbten Reinkulturen xerst5ren oder verfindern, so 
daB sie technologisch unbrauchbar werden. 

Es ist davon auazugehen, daB sakteriophagen fur fast alle Bakterien 
vorhanden sind und durcb diese ungeheraint reproduziert werden konnen. 
Bakteriophagen zerstOren normalerweise die Bakterlenzelle , aber sie 
kannen aucb als sogenannte ten^erente Pbagen mehrfach bei der Zell- 
telLung unerkannt weitergegeben werden » Hierdurcb konnen grofle prak- 
tische Schaden bei der Verwendung von Reinkulturen zunacbst unerkannt 
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Aus dlesem Grunde verwendet man in der Praxis sogenannte vieistanim- 
kulturen, die beim Ausfall einzelner Stfiiiuae die erwUnschte Fermen- 
tation zu Ende br-ingen. Zusatzlich wird z.B. in Molke^:eibetrieben 
eine groBere Anzahl von Mehrstamirkulturen nach einem bestinunten Zeit- 
plan ausgewechselt^ um eine Anpassung von Balcteriophagen an bestimmte 
Kulturen zu verhindern. Es ist deshalb von groBer Bedeutung, in Be- 
triebskulturen vorhandene Phagen Oder Phagen - sensitive Bakterien- 
stamme achnell zu erJcennen bsw. zu beseitigen. Diesem ziel dient die 
vorli.egende Erfindung. 

Sie ist dadurcli gekennzeichnet , daS konqplette Bakterienzellen auf 
Oberfiachen immobiXisiert warden f dieses geschieht dadurch, daJ& man 
erf indungsgemaB eine Zellsuspension in Anwesenheit von NMhrlOsung 
.auf OberflMcUen von Kunststof fbehaltern (ROhrchenr MiJkrotiter-Plat-- 
ten Oder Kunststoff-Kugeln) aufbringt und nacH erfolgtem Wachstmn 
mit Glutaraldehyd zeitabhangig von der Aldelxydkonzent ration (0,1^ 
1,0%) bei +0 bis +20''C^ vorzugsweise 4'C flxiert. Bei einzelnen 
Bakterienstaiwnen ist es auch moglich, die Keim suspension nach mehr- 
roaligem Waschen mit Puffer direkt auf der Gef SBoberf IScHe zu itnioobi- 
Zisieren* Durch nachfolgende Fixierung mit Glutaraldehyd wird die 
Haftung der Zellen zusatzlicb verbessert. Die ftir das Anhaften der 
Bakteriophagen auf der Zelloberf lache vorhandenen Rezeptoren werden 
durch das Iinmobil±sieren mit Glutaraldehyd nicht denaturiert, so daft 
die&e weiterhin Phagen zu blnden vermogen. Fdr den Phagennachweis ge- 
elgnete GefSfie k5nnen jeweiXs mit Bakterien besehlchtet und liber lin- 
ger e Zeit gelagert werden. Den Nachweis gebundener Phagen kann roan 
TOittels eines BTLISA-Tests (enzyme -linked immunosorbent test) fiahren, 
der erstmals von Clark (1977) zum Nachweis von Pflanzenviren einge- 
setzt wurde- Durch Zugabe spezifischer Antikorper ftir den jeweiligen 
Phagen kann dieser in bekannter Weiss direkt oder indirekt durch Zu- 
gabe eines zweiten Bnzym-inarkierten Antikorpers nachgewiesen werden* 

"no^i^izierte ELISA-Tcst ist zwar bo exi^findlich^ daB bereits 
10 Virusteilchen/ml nachgewiesen werden kSnnenj ftir eine Beurteilung 
der Virus-Preiheit von Relnkulturen ist die Empf indlichkeit des Tests 
unzureichend • 

Erf indungsgemaB werden in das System mit immobilisierten Bakterien 
daher zusStzlich lebende^ stof fwechselnde Bakterien der gleichen Spe- 
zies eingebracht, die bereits bei Vorliegen nur eines Virus teilchens/ 
nil dieses durch Reproduktion so stark vervielf achen , daB bereits nach 
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kurzer Zeit (1 - 10 Stunaen) ein positives Ergebnis erhalten werden 
kann« 

Bel spiel 1 s 

Aus einer kSuflichen Reinkultur fiir die Bereitung von Sauerrahm wird 
unter sterilen Ka.iitelen elne Probe gezogen, mit sterilem Wdsser in 
Zehnerpotenzen fallend soweit verdUnn-b, da5 bei Ubertraguzig der lekz- 
-ten Verdunnungsst:u£e au£ N&hragar -Plat: ten die vorhandenen Reinkul- 
turen durch Kolonievach stunt in die Erscheinung treten. Mit der Impf- 
6se entniiamt man von den Kolonien jeweils ca. 0,1 - 1 mg Material 
und Uberfuhrt dieses in eine bekannte Menge sterilen Wassers, die 
danach echwach getrtibt erscheint. 10 - 20 m.1 dieser Suspension iiber- 
tragt man z.B. in die mit ca.. 300 nl einer Nahrlosung gefttllten Trttge 
einer Mikirotiter-Platte und inkubiert diese 20 Stunden. "Danach wird 
die NsLhrldsung aus den Vertiefungen entfernt, wobei die an den Trog- 
w&nden haftenden kompXetten Bakterien zuruckbleiben^ die nunxnehr 
dnrch Einwirkung von Glutaraldehyd (0,1 - 0,2% in Puffer, pH 6-7) 
fljciert und aji die Wandungen gebunden werden. Nach Entfernen des 
Glutaraldehyds miissen die Gef&fie bzw, Mikrotiter-Platten mehrfach 
gttndlich gewaschen warden (ca. 3-5x je 10 Kinuten) . Die SpUll^sung 
enth&lt aufler iPuffer 0,1% Glycin, 0^2% Tween 20, 0,5% Serumalbumin 
vom Rind und 2% Kalber serum* Nach diesem Vorgehen konnen die «U unter- 
suchenden Proben in die Troge eingebracht werden • 1st der fUr den 
inunobilislertan Bakterienstanun "passende" Bakteriophage in der Probe 
zugegen^ so wird er von den nicht-denaturierten Rezeptoren der Bak- 
terienoberf lache gabnnden, Nach 1-12 Stunden ist eine voXXstSndige 
Bindung der vorhandenen Phagen eingetreten, so da6 erneut mit SptiX- 
l&sung gewaschen werden kann* Nunitiehr wird ein spazifischer Phagen- 
AntikiSrper in das System eingebracht und ungebundezie Antikorper nach 
ein bis mehrstundiger Inkubation mit der beschriebenen Pufferlosung 
durch mehrf aches Waschen entfernt. Danach wird ein epezifischer En- 
zyin-markierter Antikfirper, der gegen den Phagen->Antikorper (indirek- 
ter Nachweis) gerichtet ist, dem System zugeffigt. Nach erfolgter 
Bindung wird erneut gewaschen und Bnzytnsubstrat {2*B. c-Phenylen- 
diamin fiir Peroxidase) zugegeben; nach 20 Minuten ist die Gegenwart 
von Phagen an der eingetretenen Farbreaktion deutlich abzulesen 
(s-Abb.1), 

- 4 ^ 
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cin direkter Machweis der Gegsnwart von Phagen kenn dadiirch c,-e?uhrt 
v/srden, daJi mit dem vorstehond beschriebenen, erf indxmgageioaflen Ver- 
fahren zur Iminobilisierung von Bakterien direkt ein Enzym^gekoppelter 
Phagen-Antikorper in das System eingebracht: wird> der in Gegenwart 
von Phagen adsorbiert und nach Zugabe des En zymsubst rates einen Farb- 
ton freisetzt (ditektes Verfahren) . Durch dies© Technik ist eine er- 
hebliche 2;eitersparung mcSglich^ die im Hinblick auf Betriebsst5rungen 
von groBer Bedeutung sein kann. 

Beispiel 3 z 

; Bine entscheidende Verbesserung der Erfassung Kleinster Virusmengen 

? ^ dadurch mBglich, daB iji das vorstehend bescKriebene Nachweissys- 

I tern mit immobilisierten Bakterien erf indungsgeiuSfi stof fwechselnde Bak- 

I terienzellen elngebracht werden, die nach kurzer Xnkirbation (l - lo 

i Stunden) . elne extreme Virusvermshrung ergeben und damit die Erf assung. 

; von 1 - 5 VLrusteilcben/ml ermoglichen - Die Sichtbarmachung erfolgt 

Iwie vorstehend beschrieben,r durch direkten Oder indlxekten Nachweis 
mit Antikc3rper-Enzy:a (s,Abb»2} - 

I Durch Verwendang monoklonaler Virus -Ant ikor per 1st eine weitergehende 

I Charakterlsierung nacsh verwandten Virusteilchen ja5glich, 

I 

Beigplel A t 

Die SpezifitMt des erfi^dungsgemaBen Systems zxm Hachweis von Viren 
^ kann bei Verwendnng monoklonaler Virus-Ant ik5rper auch zur Typlsierung 
nah verwandter Bakterlenspezies verwendet werdan, was mittels iiblicher 
[ Irainunseren nicht geltngt. Hlerbei ke^nnen die vorstehend beschriebenen 

I Verfahren nach Beispiel 1, 2 und 3 dergestalt abgeandert werden, daB 

; zu vorbereiteten immobilisierten Reinkulturen von Bakterienstainmen 

I eine vorhandene charakfcerisierte Virussuspension hinzugegeben wird, 

i die an den spezifischen Rezeptoren haftet und mittels Antikdrper nach- 

I gewiesen werden kann. 
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PatentansprUche. ; 

1 . Die Erf indung betrif ft ein Verf ahren zur Selektivierung und zur Kon- 

trolle virusresistenter Bakterienkulturcn fUr medizinische und tech- l 
nologische Zwecke vermittels iironobilisierung der Bakterienzellen ohno | 
Schadigung ihrer spezif Isclien Rezeptoren fiir die Bindung von Bakterio- ; 
phagen und eine Steigerung der Empf indlichkeit dieser Reaktion durch 
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Inkubation mit reproduktionsf ahigen Zellen. Zur praktischen Durc>>- 
ftlhrung werden in Frage kommende Reinkulturen nach Wachstum in 
ReaktionsgefaBen auf deren Obej^flSchen immobllisiert und so fixiert 
da6 die fur die Haftung speztfischer Bakteriophagen erf orderiichen 
Re«eptoren nicht geschadigt werden. Fur den Nachweis der Bindunq 
verwendet man Enzym-ioarkierte Bakteriophagen sp$gifische Anti- 
korper . 



2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet , daB die Empfind- 
lichkeit durch Einbringen stoffweohselaktiver Bakterien dadurch 
gesteigert wird* dafl diese einzelne vorhandene Bakteriophagenteil- 
Chen vielfach vertuehren und dadurch die Nachweisschwelle erheblich 
tiefer legen* 

3, Verfahren nach Anspruch 1. und dadurch gekennseichnet, daB un- 
ter Verwendung inonoklonaXer Antikdrper und bei Verwendung def inier- 
ter Bak-teriophagensuspensionen verschiedene Bakterientypen einer 
Spszies differenziert verden k5nnen. 



4* Verfahren nach Anspruch 1., 2* oder 3., gekenn zeichnat durch die 
Anwendung bei der Aufbereitung von Milch und Milcherzeugnissen 
und uniier Verwendung von £liXchsglurebak1:erlen. 

5 - Verfahren nach Anspruch 1 , , 2 . Oder 3 , , gekennzeiohnet duroh die 
Anwendung bei der VergSrung von Obst- und Gemdsesaf ten . 

(t(0 . 6 - Verfahren nach Anspruah 1 - / 2 - Oder 3 * , gekennzeichnet durch die 
VergSrung von Essigmaische zu Essig* 

7 . Verfahren nach Anspruch 1 - , 2 . oder 3 . , gekennzeichnet durch die 
Anwendung bei Bakter ienarten , die ftir die VergSrung von Sauerkraut 
und Putter silage verwendet werden, 

8 . Verfahren nach Anspruch 1 , ^ 2 • oder 3 . , gekennzeiehnet durch die 
Anwendung bei der- Herstellung reiner Pennente, wie z.B. Lactat- 
Z>ehydrogenase , fl-Fructosidase und Amylase. 

9 . Verfahren nach Anspruch 1 . , 2 • Oder 3 . , gekennzeiehnet durch die 
Anwendung bei der Herstellung biologisch-aktlver Formen von Amino- 
sauren * 

- 6 - 
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10. verfahren nach Anspruch 2. Oder 3,, gekennzeichneh durch dlo 

Anwendung bei dor Herstellung von Grundchemikalien ^ wie 2.B. .\o<i- 
ton und Butianol* 
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